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Резюме 
Многие заболевания сердца связаны с избыточным накоплением миофибробластов, характери-

зующихся повышенной продукцией белков внеклеточного матрикса, устойчивостью к апоптозу, что 
ведет к прогрессированию фиброза и сердечной дисфункции. Воздействие на механизмы элимина-
ции миофибробластов является перспективной стратегией лечения фиброза, требующей изучения. 

Цель работы: определить способность рапамицина, соединения-активатора аутофагии, воздей-
ствовать на стауроспорин-индуцированную гибель сердечных миофибробластов. 

Материалы и методы. Моделирование сердечного фиброза in vivo проводили с использованием 
модели перевязки дуги аорты у мыши. В исследованиях in vitro использовали миофибробласты, по-
лученные путем дифференцировки фибробластов сердца под действием TGFb1. Для изучения меха-
низма элиминации миофибробластов разработали клеточную модель с использованием стауроспо-
рина — алкалоида, который способен инициировать апоптоз в культуре сердечных миофибробластов. 
Исследование активности апоптоза и аутофагии выполняли с помощью иммунофлуоресцентных ме-
тодов окрашивания, иммуноблотинга и проточной цитометрии. 

Результаты. Показали, что перегрузка сердца давлением вызывает накопление миофибробластов, 
характеризующихся низким показателем апоптоза (аннексин V+ клеток в ложнооперированных серд-
цах и после моделирования перегрузки давлением (0,0016 ± 0,0006% и 0,0019 ± 0,0009%; р = 0,32, n = 10), и 
развитием выраженного интерстициального фиброза в миокарде. Обнаружили, что рапамицин спо-
собен усиливать эффект стауроспорина и вызывать повышенную гибель миофибробластов за счет 
аутофагия-ассоциированных механизмов (контроль 1,68 ± 0,66% (n = 4); стауроспорин 65,8 ± 2,63% (n = 4); 
рапамицин + стауроспорин 73,73 ± 0,67% (n = 4); контроль vs стауроспорин p � 0,0001; контроль vs рапа-
мицин + стауроспорин p � 0,0001; стауроспорин vs рапамицин+стауроспорин p = 0,0071). 

Заключение. Рапамицин усиливал апоптоз миофибробластов, индуцированный воздействием 
стауроспорина, что может быть связано с регуляцией mTOR сигнализации и повышением активности 
аутофагии. Молекулярные механизмы этого процесса требуют дополнительных исследований. 
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Summary 
Many cardiac diseases are associated with an excessive accumulation of myofibroblasts, characterized by 

increased production of extracellular matrix proteins and resistance to apoptosis, which leads to progression 
of fibrosis and cardiac dysfunction. Targeting the mechanisms of myofibroblast elimination is a promising 
strategy for treating fibrosis that requires further investigation. 
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Experimental  Studies

The aim of this work was to determine the ability of the autophagy activator rapamycin to affect the stau-
rosporin-induced death of cardiac myofibroblasts. 

Materials and methods. In vivo modeling of cardiac fibrosis was performed using a mouse model of aortic 
arch ligation. In vitro studies used myofibroblasts obtained by differentiation of cardiac fibroblasts in presence 
of transforming growth factor beta 1 (TGFb1). To study the mechanism of myofibroblasts elimination, a cell 
model was developed using staurosporine, an alkaloid that can initiate apoptosis in a culture of cardiac my-
ofibroblasts. The activity of apoptosis and autophagy was studied using immunofluorescence staining, im-
munoblotting, and flow cytometry. 

Results. It was shown that pressure-induced cardiac overload causes the accumulation of myofibroblasts 
characterized by a low rate of apoptosis (annexin V+ cells in sham-operated hearts and after modeling pressure 
overload (0.0016 ± 0.0006% and 0.0019 ± 0.0009%; p = 0.32, n = 10), leading to marked interstitial fibrosis in the 
myocardium. It was found that rapamycin is able to enhance the effect of staurosporin and cause increased 
myofibroblast death due to autophagy-associated mechanisms (control 1.68 ± 0.66% (n = 4); staurosporin 
65.8 ± 2.63% (n = 4); rapamycin + staurosporin 73.73 ± 0.67% (n = 4); control vs staurosporin p � 0.0001; control 
vs rapamycin + staurosporin p � 0.0001; staurosporin vs rapamycin + staurosporin p = 0.0071). 

Conclusion. Rapamycin enhanced myofibroblast apoptosis induced by staurosporine, which may be re-
lated to regulation of the mTOR signaling and increased autophagy activity. The molecular mechanisms of 
this process require further research. 
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Введение 
Сердечный фиброз является важной со-

ставляющей патогенеза большинства сердеч-
но-сосудистых заболеваний, включая инфаркт 
миокарда, хроническую сердечную недостаточ-
ность, кардиомиопатии, гипертоническую бо-
лезнь, и является нерешенной проблемой здра-
воохранения ведущих стран мира [1, 2]. Фиброз 
характеризуется избыточным отложением бел-
ков внеклеточного матрикса в  интерстиции, 
что ведет к существенной перестройке сердеч-
ного микроокружения, увеличению жесткости 
сердечной стенки и необратимому нарушению 
систолической функции сердца.  

Наряду с этим, нарушение нативной струк-
туры миокарда создает идеальную «почву» для 
возникновения желудочковых нарушений рит-
ма, приводящих к внезапной сердечной смерти, 
а также ускоряет прогрессирование сердечных 
заболеваний [3–5]. Результаты многочисленных 
научных исследований позволяют рассматри-
вать фибробласты/миофибробласты как ос-
новную патологическую детерминанту развития 
заболеваний, ассоциированных с фиброзом [6].  

Хорошо известно, что фибробласты являют-
ся важнейшими регуляторами сердечного мик-
роокружения, обеспечивающего регуляцию син-
теза/деградации коллагенов, реализацию элек-
тромеханического сопряжения, быстрого ответа 
на повреждение (например, укрепление инфа-
цированной сердечной стенки для предотвра-
щения ее разрыва) и обмен секреторными сиг-

налами [7–9]. Между тем, нарушение механизмов 
элиминации фибробластов, которые реализуются 
за счет их апоптоза, запускает «порочный круг» 
активации фибробластов, что ведет к их диффе-
ренцировке в  направлении миофибробластов, 
избыточному накоплению в ткани сердца, чрез-
мерному отложению матрикса и развитию пато-
логии [10]. Это определяет высокую актуальность 
исследований, направленных на изучение мо-
лекулярных механизмов регуляции пула мио-
фибробластов и  поиск соединений, которые 
обладают способностью индуцировать элими-
нацию миофибробластов, что является основой 
стратегии борьбы с прогрессированием фиброза.  

Особый интерес представляют соединения-
модуляторы аутофагии — эволюционно-консер-
вативного механизма поддержания клеточного 
гомеостаза, за счет утилизации макромолекул 
и органелл через лизосомальный путь деграда-
ции [11–12]. Недавние исследования нашей и дру-
гих научных групп показали, что многие заболе-
вания, ассоциированные с  фиброзом, характе-
ризуются снижением активности аутофагии как 
в отдельных субпопопуляциях фибробластов/мио-
фибробластов, так и в других клетках сердечного 
микроокружения [12, 13]. Следовательно, повы-
шение активности аутофагии в физиологических 
пределах может быть потенциальной стратегией 
воздействия на функции миофибробластов и ме-
ханизмы развития фиброза в целом. 

Цель работы — определить способность 
рапамицина, соединения-активатора аутофагии, 
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воздействовать на стауроспорин-индуцирован-
ную гибель сердечных миофибробластов. 

Материал и методы 
Животные. Все манипуляции с животными были 

одобрены Этическим комитетом института экспери-
ментальной кардиологии Национального медицин-
ского исследовательского центра кардиологии им. ак. 
Е. И. Чазова (разрешение № LA/28.07.2023 от 28 июля 
2023 г.; № LA/26.09.2023 от 28 сентября 2023 г.) и про-
водили с учетом действующих международных норм. 
Исследования проводили на мышах-самцах C57BL/6J 
массой 20–23 г. На протяжении всех экспериментов 
мышей содержали при температуре 24°C с 12-часовым 
циклом день-ночь и обеспечением свободного доступа 
к пище и воде. Эвтаназию животных проводили путем 
наркотизации Изофлюраном с последующей дисло-
кацией шейного отдела позвоночника. 

Моделирование поперечного сужения аорты. 
Животных разделили на две группы: 1) ложноопе-
рированные животные (n = 10); 2) животные с моде-
лированием поперечного сужения аорты (ПСА) 
(n = 72). Для наркотизации животных использовали 
трибромэтанол (авертин, интраперитонеально; 
100 мкл/кг). Для моделирования ПСА обеспечивали 
доступ в грудную полость через верхнюю срединную 
стернотомию. В операционном поле проводили дис-
локацию тимуса, мышц шеи для формирования до-
ступа к дуге аорты и заводили шовную нить 6,0 под 
аортой между местами отхождения брахиоцефальной 
и  левой общей сонной артерий. Далее, изогнутую 
иглу 27G размещали на дуге аорты, поверх которой 
завязывали лигатуру. После затягивания лигатуры 
(вокруг иглы и  аорты) иглу быстро удаляли. Конт-
рольным мышам выполняли идентичную процедуру 
без наложения лигатуры на дугу аорты (ложноопе-
рированные животные). После проведения манипу-
ляции проводили послойное ушивание раны. Для 
послеоперационного обезболивания использовали 
Panadol сироп per os; 5 дней. Эвтаназию животных 
проводили через 30 дней после манипуляции. 

Анализ криосрезов сердца после моделиро-
вания ПСА. Для проведения гистологических ис-
следований сердца мышей извлекали, промывали 
физиологическим раствором, заключали в среду Tis-
sue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek), заморажи-
вали в парах жидкого азота и использовали для под-
готовки криосрезов. Изготавливали криосрезы тол-
щиной 7 мкм на криостате Leica CM1900, помещали 
на предметные стекла и хранили при –70°С. 

Окрашивание срезов сердец пикросириусом 
красным (Picrоsirius red) для визуализации коллагенов 
проводили в соответствии с ранее описанными про-
токолами  [14–16]. Срезы промывали дистиллиро-
ванной водой и помещали в горячий раствор краси-
теля на 10 мин. Далее, срезы промывали 3 раза 5% 
раствором уксусной кислоты. После окрашивания 
слайды промывали дистиллированной водой, обез-

воживали и монтировали, используя среду на основе 
ксилола. Окрашенные препараты исследовали с по-
мощью стандартной световой и  поляризационной 
микроскопии, документирование изображений вы-
полняли с помощью прибора Leica Aperio CS2 («Leica»). 
Морфометрический анализ проводили путем изме-
рения размеров кардиомиоцитов с  помощью про-
граммы Image J (NIH, США). 

Оценка экспрессии белков-регуляторов ауто-
фагии методом иммуноблоттинга. Для анализа 
уровня аутофагии использовали образцы сердечной 
ткани левого желудочка контрольных животных 
и мышей после моделирования ПСА. Белки лизатов 
разделяли методом ДСН-электрофореза в  10% по-
лиакриламидном геле на приборе Mini-PROTEAN 2 
(«Bio-rad», США). Электроперенос осуществляли на 
ПВДФ-мембрану («Millipore», США) на приборе Trans-
blot Turbo («Bio-rad», США). После электропереноса 
мембрану инкубировали в  блокирующем буфере 
(фосфатно-солевой буфер, содержащий 5%-е сухое 
обезжиренное молоко («AppliChem», США). Далее 
мембраны инкубировали антителами против LC3 II/I 
(Abclonal, США), p62/SQSTM1 («Abclonal», США), ак-
тивной формы каспазы 3 (cleaved caspase-3; «Cell sig-
naling», США) и тубулина («Cell signaling», США) в тече-
ние 12 ч, +4°С при постоянном перемешивании. Затем 
мембраны отмывали 3 раза в ФСБ, содержащем 0,05% 
Tween-20 (каждая отмывка по 10 минут при посто-
янном перемешивании). После промывок мембраны 
инкубировали с вторичными антителами против им-
муноглобулинов кролика, конъюгированными с пе-
роксидазой хрена AffiniPure (H + L) («Jackson Immu-
noResearch», США). Затем мембраны отмывали 3 раза 
по 10 мин каждый в фосфатно-солевом буфере, со-
держащем 0,05% Tween-20. Детекцию белков осу-
ществляли с  помощью хемилюминесцентного суб-
страта SuperSignal West Pico («Thermo Scientific», США). 
Сигнал фиксировали с  помощью гель-документи-
рующей системы Fusion-SL 3500.WL («Vilber Lourmat», 
Франция). Денситометрический анализ интенсив-
ности свечения исследуемых белков проводили в про-
грамме Image J («National Institutes of Health», США). 

Получение культуры миофибробластов сердца 
мыши. Ткань мышиных сердец (интактные сердца 
мышей C57BL/6J; n = 160) измельчали и ферментировали 
в растворе 0,1% коллагеназы II типа и 0,1% трипсина 
(10 раз по 10 мин при 37°С). Выделенные клетки ре-
суспендировали в  модифицированной среде 
DMEM/F12, содержащей 10% фетальной сыворотки 
теленка и антибиотики. Через 120 мин флоатирующие 
клетки отмывали с помощью ФСБ, а адгезированные 
клетки использовали для наращивания в  культуре 
в течение 3 дней. Далее, полученные клетки деприви-
ровали и  стимулировали рекомбинантным TGFb1 
(5 нг/мл) в течение 4 дней для индукции дифферен-
цировки фибробластов в направлении миофибробла-
стов и получения культуры миофибробластов [17–19]. 

Детекция аутофагосом с помощью красителя 
Cyto-ID. Cyto-ID — краситель, который избирательно 



детектирует аутофагосомы и минимально окрашивает 
лизосомы, что позволяет его использовать для спе-
циализированного мониторинга аутофагии [20]. Для 
визуализации везикул аутофагии использовали набор 
Cyto-ID® Green Detection Kit (Sigma, США). Миофибро-
бласты сердца мыши (1 × 10⁴) культивировали на стек-
лянных камерах-слайдах в отсутствии или в присут-
ствии стауроспорина. Образец окрашивали реагентом 
Cyto-ID® в течение 30 мин при 37°C и анализировали 
с помощью Image Exfluorer («LCI», Южная Корея). 

Оценка характеристик миофибробластов. Для 
проведения детекции специфических маркеров мио-
фибробластов (коллагена, гладкомышечного аль-
фа-актина) использовали иммуноцитохимию. Клетки 
культивировали в стерильных культуральных план-
шетах с ячейками, промывали и фиксировали 10 мин 
в  3,7% растворе формальдегида, приготовленного 
на фосфатно-солевом буфере (рН 7,3). Далее, клетки 
промывали 3 раза ФСБ, пермеабилизовали в  0,1% 
растворе Triton X100/ФСБ (10 минут) и  после про-
мывки ФСБ клетки инкубировали в «блокирующем» 
растворе, препятствующему неспецифическому свя-
зыванию II антител (1% раствор БСА/ФСБ, 10% сы-
воротки животного-донора II антител). Затем про-
водили окрашивание стекол первичными и II анти-
телами, конъюгированными с Alexa Fluor 594 («Invit-
rogen», США). Ядра клеток окрашивали DAPI (4‘,6-
диамидино-2-фенилиндол). Для оценки цитоскелета 
использовали фаллоидин-Alexa594 (бициклический 
олигопептид, способный избирательно связываться 
с полимеризованным фибриллярным актином, вхо-
дящим в состав цитоскелета). 

Для оценки сократительного фенотипа мио-
фибробластов использовали тест «сокращения кол-
лагенового геля». В качестве геля-носителя исполь-
зовали коллаген I (2,5 мг/мл). Коллагеновый гель 
получали путем разведения препарата Viscol («Имтек», 
Россия) с помощью растворов 0,1 N NaOH и 10х среды 
культивирования. Суспензию клеток (фибробластов 
и  миофибробластов) смешивали с  готовым колла-
геновым гелем (из расчета 2 × 105 клеток на 1 мл 
геля-носителя) и  высевали по 250 мкл на лунку 
в 48-луночный планшет («Corning», США). После по-
лимеризации геля в  каждую лунку добавляли по 
0,5  мл среды, и  культивировали при 37°С, 5% CO₂. 
Через 72 ч фиксировали изменение площади геля, 
отражающую сократительную способность клеток. 

Исследование уровня апоптоза миофибробла-
стов. Исследование выраженности апоптоза мио-
фибробластов на срезах сердец ложнооперированных 
и ПСА мышей проводили с помощью TUNEL in situ 
cell apoptosis kit в  соответствии с  рекомендациями 
изготовителя набора («Rosch», США). Для оценки 
апоптоза миофибробластов после воздействия стау-
роспорина (50 нМ) и  стауроспорина в  комбинации 
с рапамицином (10 мкМ) in vitro использовали про-
точную цитофлуориметрию в комбинации с двойным 
окрашиванием аннексином V и пропидий йодидом 
в соответствии с инструкциями производителя набора 

(«BD Pharmingen», США). Прикрепленные клетки со-
бирали раствором трипсина-ЭДТА, объединяли с от-
крепленными клетками, промывали в ФСБ и ресус-
пендировали в  буфере для связывания. Далее, до-
бавили аннексин V и пропидиум йодид, и смесь ин-
кубировали при комнатной температуре в  течение 
30 мин перед анализом. Анализ проводили с помощью 
проточной цитометрии с  использованием BD FACS 
Aria III («BD Pharmingen», США). Количество аннексин 
V+ апоптотических клеток определяли в процентах 
от всей популяции. 

Микроскопия и  анализ изображений. Анализ 
клеток и криосрезов миокарда проводили с исполь-
зованием флюоресцентного микроскопа Axiovert 200 M 
(«Carl Zeiss», США) и  программного обеспечения 
AxioVision 4.8 («Carl Zeiss», США). 

Статистический анализ. Данные представили 
в виде среднего значения ± стандартное отклонение 
(М ± SD). Данные анализировали статистически с по-
мощью программы GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware 8.3.0). Нормальность распределения проверяли 
с использованием критерия Шапиро–Уилка. Данные 
in vivo исследований сравнивали статистически с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Данные in vitro 
исследований  — с  помощью одномерного диспер-
сионного анализа ANOVA с  поправкой Уэлча, для 
межгрупповых попарных сравнений использовали 
тест множественных сравнений Холма–Седака. Раз-
личия считали статистически значимыми при значе-
ниях p � 0,05. 

Результаты 
Для оценки активности апоптоза в  фиб-

робластах сердца проводили моделирование 
in vivo сердечного фиброза, вызванного пере-
грузкой сердца давлением. Выживаемость жи-
вотных на 30-й день наблюдения после прове-
дения операции ПСА составила 14%. После 
ПСА поздние послеоперационные осложнения, 
связанные с  инфекцией, у  животных не раз-
вивались. Обнаружили, что через 30 дней после 
ПСА у  животных развились признаки гипер-
трофии ЛЖ, а также выраженного интерсти-
циального и  периваскулярного фиброза, де-
тектируемого с помощью окрашиваний срезов 
пикросириусом красным (рис. 1, а, b). Иссле-
дование уровня выраженности апоптоза с по-
мощью Tunel assay показало, что лишь еди-
ничные клетки в  интерстиции имели пози-
тивное окрашивание, указывающее на запуск 
механизмов их гибели (рис. 1, с). При этом об-
щее количество Tunel+ клеток в интерстиции 
сердец животных ложноопрированных и ПСА 
групп не отличались (рис. 1, d). Таким образом, 
формирование фиброза в  сердце характери-
зовалось низкими показателями гибели фиб-
робластов/миофибробластов. 

Для уточнения механизмов устойчивости 
миофибробластов к апоптозу получили культуру 
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миофибробластов путем 
воздействия профиброти-
ческим цитокином TGFb1 
на первичные сердечные 
фибробласты. Обработка 
TGF-β приводила к измене-
нию морфологии кардиаль-
ных ФБ: происходило уве-
личение размеров верете-
нообразных клеток и фор-
мирование сети стресс во-
локон на основе полимери-
зованных актиновых мик-
рофиламентов (рис. 2, а, b). 
В  состав стресс-фибрилл 
включались волокна глад-
комышечного α-актина, что 
указывало на перестройку 
цитоскелета и  приобрете-
нием клетками сократи-
тельного фенотипа (рис. 2, 
b). Действительно, обработка 
клеток профиброзным ин-
дуктором TGFb1 приводила 
к генерации сил натяжения 
цитоскелета, которые вы-
зывали сокращение геля, 
сформированного коллаге-
ном (рис. 2, c, d). Таким об-
разом, обработка клеток 
TGFb1 приводила к  изме-
нению морфологии клеток, 
реорганизации цитоскелета 
с сформированием разветв-
ленной сети стресс-фиб-
рилл, повышением экс-
прессии гладкомышечного 
альфа-актина, коллагена 1 
и приобретением сократи-
тельной способности, что 
указывает на их дифференцировку в направле-
нии миофибробластов (рис. 2, b) 

Для изучения механизма элиминации мио-
фибробластов разработали клеточную модель 
in vitro, основанную на культивировании клеток 
в  присутствии стауроспорина. Обнаружили, 
что уже через 6 ч после обработки миофибро-
бластов стауроспорином появляются округлые 
клетки с  признаками конденсации хроматина 
(рис. 3). Для подтверждения индукции гибели 
клеток после добавления стауроспорина провели 
исследования с  помощью иммуноблоттинга 
и обнаружили образование расщепленной ка-
спазы 3, что указывает на активацию внутрен-
него сигнального пути апоптоза (рис. 3, d). Кроме 
того, обнаружили, что вышеуказанные про-
явления сопровождались накоплением ауто-
фагосом, детектируемых с  помощью специ-

фического красителя CytoID и  признаками 
активации машинерии аутофагии (повышения 
соотношения LC3II/LC3I и  деградацией 
р62/SQSTM1) (рис. р, в–д). Через сутки после 
воздействия стауроспорина CytoID+ вакуоли 
аккумулировались в  большинстве апоптоти-
ческих клеток, что указывало на наличие связи 
гибели клеток с аутофагией. 

Далее, решили проверить насколько воз-
действие рапамицина, вызывающего повыше-
ние активности аутофагии, может влиять на 
уровень апоптоза миофибробластов, индуци-
рованную стауроспорином. Установили, что 
культивирование клеток в  присутствии рапа-
мицина не оказывало влияния на жизнеспо-
собность миофибробластов. Между тем, его со-
вместное использование с стауроспорином обес-
печивало усиление гибели клеток, что акцен-

Рис. 1. Развитие сердечного фиброза характеризовалось низкими показателями 
апоптоза фибробластов/миофибробластов. 
Примечание. Репрезентативные изображения срезов сердца ложнооперированных 
мышей (а) и животных после ПСА (b). Окраска пикросириусом красным. Коллагены 
детектированы красным цветом. Репрезентативные изображения детекции аннексин 
V+ клеток (зеленый в поле квадрата), отражающие их вступление в апоптоз, в сердце 
мыши после моделирования ПСА (с). Ядра клеток окрашены DAPI. Стрелка указывает 
на аннексин V+ клетку. d — график количественной оценки содержания аннексин 
V+ клеток в ложнооперированных и ПСА сердцах. Статистический анализ провели с 
помощью t-критерия Стьюдента; р = 0,32, n = 10). 



тировало важную роль повышенной активности 
аутофагии в качестве триггера апоптоза (конт-
роль 1,68 ± 0,66% (n = 4); стауроспорин 65,8 ± 2,63% 
(n = 4); рапамицин+стауроспорин 73,73 ± 0,67% 
(n = 4); контроль vs стауроспорин p � 0,0001; конт-
роль vs рапамицин+стауроспорин p � 0,0001; 
стауроспорин vs рапамицин+стауроспорин 
p = 0,0071) (рис. 3, е). 

Обсуждение 
В настоящее время накоплена убедительная 

доказательная база, позволяющая рассматривать 
миофибробласты как ключевые клетки, ответ-
ственные за чрезмерный синтез, отложение 
и ремоделирование белков внеклеточного мат-
рикса при сердечном фиброзе [7–10]. Несмотря 
на определенные успехи в идентификации био-
логических индукторов и понимании основ диф-
ференцировки фибробластов в  направлении 
миофибробластов, точные механизмы, помо-
гающие миофибробластам сохраняться в фиб-
розных тканях, остаются малоизученными. 

В рамках данного ис-
следования показали, что 
перегрузка сердца давлени-
ем вызывает накопление 
миофибробластов, характе-
ризующихся низким пока-
зателем их гибели по ка-
спаз-зависимому механиз-
му, и  развитием выражен-
ного периваскулярного 
и интерстициального фиб-
роза в  миокарде. Для из-
учения механизма элими-
нации миофибробластов 
разработали клеточную мо-
дель in vitro. В ее основе ле-
жит использование стау-
роспорина – алкалоида, ко-
торый способен иницииро-
вать апоптоз в культуре сер-
дечных миофибробластов 
через каспазозависимые 
и каспазонезависимые ме-
ханизмы  [21–23]. Обнару-
жили, что рапамицин спо-
собен усиливать эффект 
стауроспорина и вызывать 
повышенную гибель мио-
фибробластов за счет ауто-
фагия-ассоциированных 
механизмов. 

Аутофагия  — эволю-
ционно консервативный 
процесс, который участвует 
в поддержании гомеостати-
ческого баланса между син-

тезом, деградацией и рециркуляцией органелл, 
белков для удовлетворения метаболических по-
требностей и  регуляции клеточных функ-
ций  [24–26]. В  качестве адаптивной реакции 
аутофагия способна облегчить стрессовые со-
стояния, такие как гипоксия, окислительный 
стресс, голодание, стресс эндоплазматического 
ретикулума и т. д. [27]. На ранних этапах она яв-
ляется цитопротективной, однако ее длительная 
активация может привести к дисфункции кле-
точных органелл, запуску апоптотического кас-
када и гибели клеток (программируемая гибель 
клеток II типа) [28, 29]. Среди сенсоров, регули-
рующих аутофагию, ведущую роль отводят се-
рин/треониновой протеинкиназе mTOR (mam-
malian target of rapamycin) [30].  

В условиях обеспеченности питательными 
веществами она обладает способностью инги-
бировать инициаторный комплекс формиро-
вания аутофагосом ULK (комплекс Unc-51-по-
добной киназы 1(ULC)), а также вовлечена в ре-
гуляцию транскрипции генов, связанных с ауто-
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Рис. 2. Характеристика миофибробластов сердца мыши. 
Примечание. а — репрезентативные изображения миофибробластов сердца 
мыши (фазовый контраст). b — репрезентативные изображения иммунофлу-
оресцентного окрашивания миофибробластов антителами к гладкомышечному 
альфа-актину (зеленый) и фаллоидину (красный); желтый указывает на колока-
лизацию сигнала гладкомышечного альфа-актина и фаллоидина. с, d — репре-
зентативные изображения сокращения коллагенового геля, содержащего фиб-
робласты (c) и миофибробласты (d).
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фагией. mTOR1 может фосфорилировать транс-
крипционный фактор TFEB, предотвращая его 
ядерную транслокацию и транскрипцию ряда 
генов, связанных с аутофагией [31–35].  

Проведенные нами исследования показали, 
что развитие сердечного фиброза, вызванное 
перегрузкой сердца давлением, характеризуется 
снижением уровня активности аутофагии в сер-
дечной ткани. Детальные биоинформатические 
исследования транскриптома единичных клеток 
позволили выяснить, что при развитии сер-
дечной дисфункции отсутствуют изменения 
экспрессии генов, ассоциированных с аутофа-
гией, в тотальном пуле сердечных фибробластов 
и отдельных его субпопопуляциях [12].  

Это может быть объяснено сохранением 
высокого уровня активности комплекса mTOR, 
который ответственен за снижение внутрикле-
точной деградации коллагенов путем аутофа-
гии, приобретением устойчивости клеток 
к апоптозу и определяет их нарушенную спо-
собность адаптироваться к  стрессу  [36]. Для 
проверки этой гипотезы мы провели экспери-
менты in vitro с  использованием индуктора 
апоптоза — стауроспорина. Первоначально это 

соединение было получено из Streptomyces и ха-
рактеризовалось способностью ингибировать 
протеинкиназу  С  [37]. Однако впоследствии 
было выяснено, что оно является неизбира-
тельным ингибитором целого ряда различных 
киназ [38, 39], что обеспечивает его способность 
инициировать апоптоз в большинстве клеток 
млекопитающих.  

В  нашем исследовании обнаружили, что 
обработка клеток стауроспорином иницииро-
вала гибель миофибробластов, обеспечивала 
одновременное увеличение количества ауто-
фагосом и изменение экспрессии белков (уве-
личение соотношения LC3II/LC3I и деградацией 
р62/SQSTM1), ассоциированных с повышением 
активности аутофагии. Определенным объ-
яснением стауроспорин-индуцированного по-
вышения аутофагиии может служить измене-
ние активности mTOR и  фосфорилирования 
нижележащих регуляторных элементов транс-
ляции [40]. К ним относится киназа p70 S6, ко-
торая фосфорилириует рибосомальный белок 
S6 и эукариотический фактор инициации (elF)4E.  

Воздействие стауроспорина приводило к сни-
жению активности киназы p70 S6, дефосфори-

Рис. 3. Стауроспорин активировал аутофагию и вызывал гибель миофибробластов. 
Примечание. а, b — репрезентативные изображения миофибробластов (фазовый контраст); а — после обработки стау-
роспорином (50 нМ, 24 ч); b — после обработки стауроспорином (50 нМ, 24 ч) в комбинации с рапамицином (10 мкМ, 24 ч). 
c, d — репрезентативные изображения Cyto-ID+аутофагосом (зеленый); c — в контрольных миофибробластах; d — после 
обработки стауроспорином. е — репрезентатиные изображения мембран, окрашенных антителами к p62/SQSTM1, LC3 I, 
LC3 II, расщепленной каспазе 3 и тубулину, отражающих экспрессию белков в контрольных миофибробластах 
и обработанных стауроспорином (50 нМ, 1, 6, 12 и 24 ч). f — график количественной оценки уровня апоптоза 
в контрольной культуре миофибробластов, клетках после обработки стауроспорином и стауроспоринов в комбинации 
с рапамицином в течение 24 ч. Статистический анализ провели с помощью дисперсионного анализа ANOVA 
с поправкой Уэлча (*** — p � 0,0001; * — p = 0,0071; n = 4 в каждой группе). 



лированию рибосомального белка S6, увеличению 
связывания 4E-BP1 с  elF4E и  одновременному 
уменьшению количества комплексов elF4F. Таким 
образом, нарушение сигнализации mTOR под 
действием стауроспорина инициирует ранний 
клеточный ответ (до активации каскада каспаз) 
на воздействие стрессового стимула, в том числе 
реализуемый за счет активации аутофагии, и опре-
деляет готовность к инициации апоптоза. 

Далее, проверили как дополнительная сти-
муляция аутофагии, может воздействовать на 
уровень апоптоза в миофибробластах, индуци-
рованного стауроспорином. Для этого мы ис-
пользовали рапамицин (сиролимус), который 
является антибиотиком/иммунодепрессантом, 
продуцируемым почвенными бактериями Strep-
tomyces hygroscopicus, и  который, за счет воз-
действия на свою молекулярную мишень киназу 
mTOR (mammalian target of rapamycin), вызывает 
индукцию аутофагии  [24]. По нашим данным 
применение рапамицина значительно усили-

вало проапоптотическое действие стауроспо-
рина, что могло быть связано с  более выра-
женным и  устойчивым ингибированием сиг-
нализации mTOR [41, 42]. 

Заключение 
Таким образом, перегрузка сердца давле-

нием вызывает накопление миофибробластов, 
характеризующихся низким показателем апоп-
тоза, и  развитием выраженного интерстици-
ального фиброза в миокарде. Для изучения ме-
ханизма элиминации миофибробластов разра-
ботали клеточную модель с  использованием 
стауроспорина — алкалоида, который способен 
инициировать апоптоз в  культуре сердечных 
миофибробластов. Обнаружили, что рапамицин 
способен усиливать эффект стауроспорина и вы-
зывать повышенную гибель миофибробластов 
за счет аутофагия-ассоциированных механиз-
мов. Молекулярные механизмы этого процесса 
требуют дополнительных исследований.
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